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研究成果の概要（和文）：本課題は、我が国の森林環境における菌類の多様性を明らかにする新手法の開発に取
り組むものである。人工的に調製した菌類擬似群集について、高速シーケンサーMinIONを用いて群集解析を試み
た。その結果、MinIONから得られる塩基配列の正確性が低過ぎるため、森林環境に生息する菌類の種数を評価す
るには不向きと判断した。Loop Genomics社が提供するシーケンスライブラリ調製キット LoopSeqと高速シーケ
ンサーMiSeqを併用することにより、1500 bp程度の正確で長い塩基配列を得られることがわかった。今後、この
手法を活用してハイスループットな多様性評価が実現できると見込まれる。

研究成果の概要（英文）：This project has been aimed at developing a new method analyzing fungal 
diversity in the forest environment in Japan. Mock fungal community was prepared, and then analyzed 
by using a high-throughput DNA sequencer MinION. Accuracy of the nucleotide sequences obtained from 
MinION were too low to count up number of species inhabiting in forest environment, leading to a 
conclusion that MinION is not suitable for evaluation of species diversity. Accordingly, combination
 of a recently-launched library preparation kit LoopSeq supplied by Loop Genomics Ltd. and 
sequencing by MiSeq appeared promising, as the procedure would yield very accurate nucleotide 
sequences of ca. 1500 bp in length. High-throughput evaluation of species diversity would be 
achieved by using this methodology in the future.

研究分野： 微生物資源学

キーワード： 生物多様性　カルチャーコレクション

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然が豊かな我が国には、膨大な種数におよぶ微生物が生息していると考えられる。これらは未利用の資源とも
とらえられ、その多様性を把握することは微生物資源を利活用する可能性を広げることにつながる。本課題で取
り組んだ、高速DNAシーケンサーを用いて正確性が高く長い塩基配列を取得する手法を活用することで、我が国
の森林環境が擁する微生物多様性についてより正確な知見が今後蓄積していくものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

我が国の森林にはどれくらい多様な真核微生物（菌類）が息づいているのだろうか？ 

きのこの子実体、地衣類、外生菌根など肉眼で見える菌類とその共生体に限っても、多様性

が膨大であることは言うまでもない。実際には、肉眼では見えない菌類（カビ・酵母）のほう

が圧倒的に多く、その分子系統的な幅は極めて広い。いまだ人類が分離していない真核微生物

は膨大で、それらは微生物資源として未利用の状態にあるといえる。 

では、我が国の森林は微生物資源の宝庫として、どれほどのポテンシャルを有するのだろう

か？リター分解や窒素循環に関連づけた森林微生物群集の調査、森林生態系における微生物キ

ーストーン種の探索、あるいは、森林昆虫に共生する微生物の探索といった研究は遂行されて

いるが、森林環境全体を対象にした包括的な調査は未だなされていない。微生物多様性を評価

するためには高速 DNA シーケンサーによって大量に塩基配列データを取得することが有効な手

段である。高速 DNA シーケンサーの駆動が費用面で徐々に手軽なものになりつつある。しかし、

高速 DNA シーケンサーによる塩基配列の解読はまだコストが高いうえ、取得できる配列長が短

く種の識別に充分な解像度を得にくいという難点がある。例えば、菌類多様性の評価に

ITS-5.8S rRNA 遺伝子領域をターゲットにした高速 DNA シーケンサーを用いたアンプリコンシ

ーケンスが行われてきたが、Illumina 社 MiSeq を用いると解読長が 300 bp 程度となり、ITS

領域全域の半分程度しかカバーできない。一方、Roche 社 454 GS Junior を用いると解読長 600 

bp 程度を実現できるが、得られるリード数が 10万強で比較的少ないという難点があった。 

 

２．研究の目的 

 我が国の森林に棲息する真核微生物種を 100%把握することはおそらく不可能であるが、「こ

れ以上は確実に存在する」という①実験的な下限値は検証でき、同時に「これくらいは存在す

る」という②理論的な下限値も Rarefaction curve から推定できる可能性がある。しかし上述

した背景により、従来の研究で用いられてきた手法を改善することを検討する必要がある。こ

のため、高速 DNA シーケンサーMiseq と 454 GS Junior を併用する解析手法を開発し、シーケ

ンサーから産出される配列データから高精度の①・②を算出・取得することが本課題の当初の

目的であった。また、森林環境から真核微生物のユニークな菌株を樹立し、公的菌株保存機関

に寄託して二次利用が可能な状態に整備することも本課題の目的である。 

 

３．研究の方法 

 まず、高速 DNA シーケンサーを用いた真核微生物の多様性評価のための解析手法を確立する

ことが必要になる。ランニングコストが比較的安価な 454 GS Junior を用いて森林環境の根圏

土壌などから多様性のホットスポットを探索する予定だった。当初、真核微生物の多様性を評

価するために、高速 DNA シーケンサーRoche 454 GS Jr.を使用する計画だった。しかし Roche

社による当該機器サポートの終了及び試薬供給の停止に至り、実験の再現性・検証可能性を確

保する観点から、塩基配列データの取得に用いるシーケンサーの再検討を余儀なくされた。 

Oxford Nanopore社の提供する新型高速シーケンサーMinIONを導入した。本シーケンサーは、

長い塩基配列（数千 bp～）を比較的安価なランニングコストで取得できる。DNA バーコーディ

ング領域である LSU rRNA 遺伝子 D1/D2 領域の塩基配列が既知の菌類約 80種について、当該領

域の PCR アンプリコンを混合し、擬似菌類群集を作成した。これを元にシーケンス用ライブラ

リを調製し、MinIONによって配列を取得した。Albacore v.2.3.1によってベースコールを行い、

生配列（MinION リード）を得て、その後の解析に用いた。 



 

４．研究成果 

MinIONリードについて、レファレンス配列に対する相同性検索の結果をもとに17,402配列をグ

ルーピングした（Fig. 1）。その結果、MinIONによる配列取得そのものは良好にできたものの、

MinIONリードの正確性が低過ぎる（極めて多くIn/delが認められる）ためレファレンス配列との

アラインメントが不良であった（Fig. 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、MinIONリードを用いてBLASTによる相同性検索を行うと、属レベルの推定にとどまるこ

とがわかった。すなわち、野外試料を用いてMinIONによるアンプリコンシーケンスを行う場合、

近縁種を区別できない可能性が極めて高い。安価に長い塩基配列を取得できる点でMinIONは魅力

的だが、森林環境に生息する真核微生物の“種数”の多様性評価を目指す本課題で援用するには

不向きと判断した。 

正確で長い塩基配列をハイスループットに取得するため、Loop Genomics社が提供するシーケ

ンスライブラリ調製キット LoopSeqを導入した。上述したような菌類の擬似群集を作成し、ライ

ブラリ調製（LoopSeq）→配列取得（MiSeq）→アセンブリの手順により、1500 bp程度の正確で

長い塩基配列を得られることがわかった。菌類多様性の正確な評価には上記の手順が極めて有効

であり、この手法を援用した研究を継続している。供試検体のマルチプレックス化も可能であり、

ハイスループットな多様性評価が実現できると見込まれる。 

 

研究の過程でウルシやトベラに穿孔したコキクイムシに随伴する酵母株を収集し、資化性状試

験および種同定を行った。ウルシに穿孔したキクイムシから採れた酵母は未記載種と考えられ、

Journal of Forest Research 誌に発表した（Masuya et al. 2019）。今後、我が国の森林が擁

するユニークな菌類をより広範な基質・環境から培養法によって収集し、その情報を普く発信し

ていくことが課題である。また、国産の酵母菌株がカルチャーコレクションにどれくらい保存さ

れているかを調査し、その結果の一部を発表した（Groenewald et al. 2017）。この過程で、生

態が解明されていない酵母類がいかに多いかも解った。今後、野外のおける酵母類のハビタット

に関するデータを取得し、生態解明に資する新規知見を蓄積していくことが課題である。 
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